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动作电位参数作为区分狗心室肌
三种细胞的可行性研究
王焱 巩燕 黄卫斌 王挹青
摘要 应用细胞膜片钳技术测定狗心室肌细胞的电生理特征、动作电位 ( AP)以及收缩的参数, 并用统计学方法评
价所测量的参数是否可将心内、外膜及中层 ( M )细胞有效地区分开。结果: 获取 52个混合的有 3种心肌细胞的
AP, 以 AP穹隆的高度以及 AP切迹的膜电位水平和穹隆上升的速度将其分三组细胞。以穹隆的膜电位水平能有
效区分心外膜与其他两种细胞 (P < 0. 05), 但不能有效区分心内膜和 M 细胞 (P > 0. 05)。以 AP时程 ( APD )可以
有效区分 M细胞与其他两种细胞 ( P < 0. 05),但不能有效区分心内膜和心外膜细胞 (P > 0. 05)。尖峰 切迹时间以
及收缩参数均不能有效区分三种心室肌细胞 (P > 0. 05)。结论: 狗心室单个细胞 AP的一些参数, 可以作为辨别心
内、外膜, M 细胞的依据。
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1. 1 单个心室肌细胞的分离 25条雄性成年杂种家犬,由
美国 Oklahoma大学基础动物实验室提供。体重 20 3 kg。
pentoba rbita l静脉麻醉 ( 30 mg /kg) ,静脉注射肝素 ( 100 U /kg )
及心得安 ( 0. 5 m g /kg )后迅速取出心脏, 立即置于 10 , 8
mmo l/L KC l的氧饱和生理液中。立即插管于冠状动脉左前
降支 ( LAD )并用 Langendorff灌注系统顺序灌流: 37 生理液
和无钙生理液各 10 m in, 37 含胶原酶 ( co llagenase, 1 mg /m ,lⅡ
型, W o rth ington B iochem ical Co, N J)的低钙 ( 60 m o l/L )生理
液 30 m in, 37 生理液 5 m in。约在灌注 3 m in co llagenase
后心脏表面呈现蜂蜜样 ( H oney like) 液,为组织开始被消化
的标志。将 LAD灌注的局部组织切碎成悬浮液, 并以 200 m
直径孔的尼龙网过滤, 生理液反复冲洗 (约 5次 )后存放在
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37 含青霉素的特殊生理液 ( M EM H anks, G ibco# 41600 73)
中待用, 存放液 ( mm o l/L )中含有: N aHCO3 24、taur ine 10、 ri
bose 5、 a llopurino l 0. 1、Pen ic illin ( 100, 000 u /L ) , pH 值 7.
36, 用 5% CO2平衡。
1. 2 全细胞膜片钳技术 将一滴细胞悬浮液滴入温控
37 , 容积为 0. 5 m l的水循环域槽内, 置于倒置的显微镜
( N ikon TM S F, Japan)工作台上, 待细胞沉底附壁后, 以 3
m l/m in的速度灌注生理液。工作台与一摄影机 ( P anasonic
GP CD60)及视频监视器 ( Panason ic TR 124 M A)相连。选择
柱状、细胞质清晰、表面无颗粒,纹理明显的细胞进行试验。
直径 1. 0 mm钳片专用的硼硅酸盐微电极 (W o rld P recision
Instrum ents, Inc, PG 52150 4)用程序化电极拉制器 ( Su tter
Instrum ents Co. M ode l P 87)制作。自身阻抗在 1. 5 ~ 3. 5
M , 接入阻抗为 13 3 M 。轻压在细胞表面, 稍加负压即
可形成 1 G 水平以上的高阻抗封接, 再用较大负压吸破细
胞膜, 补偿电容电流和电极串联电阻, 形成全细胞记录形式。
实验过程由 Pclam p 9. 0软件 ( Axon Instrum ents, CA )控制脉
冲信号, 经数 /膜转换后由放大器输出。电流信号经 Ag /
AgC l电极引导, 由膜片钳放大器 ( Axon Instrum ents, Inc.
Foster C ity CA )记录并分析。
1. 3 观察指标
1. 3. 1 动作电位 ( AP ) 钳电流的模式下记录 AP。直立的
方形脉冲阈刺激, 脉宽 3 m s,用以引发 APs。用 PCM 2 A /D
VCR转换器 ( M ed ica l System s Co rp. G reenva le, NY ) 数字化
AP信号, 可即时分析,并储存在录影带以便离线分析。细胞
膜片钳使用仪器: A xopatch 1C un it ( Axon Instrum ents, Inc.
Foster C ity CA ), TL 1 AD /DA转换器 ( LabM asterDNA, Sc i
entific Solution Inc, OH ), Pentium PC ( Gatew ay2000), Pc lamp
9. 0软件包 ( Axon Instrum en ts, Ca)。
1. 3. 2 细胞收缩和舒张 摄影机 ( Panason icGP CD60, Panaso
nic Industrial Co. Secaucus, N J) 安装在显微镜 ( N ikon TW S F,
N ikon, Inc. M elv ille, N J) 侧端。用光感双端探测器 ( E lectron
ics, UT, USA )同步记录细胞的短缩,录影带储存以便离线分
析。AP和细胞收缩舒张可用可储存示波器 ( T ektron ix Inc. Bea
verton, O regon, USA )和视频监视器 ( P anasonic)观察。
1. 4 溶液与试剂 标准生理液成分 ( mmo l/L ) : NaC l 140. 0、
KC l 4. 0、CaC l2 1. 8、M gCl2 1. 0、Na2HPO4 1. 0、4 ( 2
hydroxyethy1) 1 p iperazine ethane sulfonic ac id (HEPES) 15. 0;
G lucose 11. 0。无钙液: 用 M EM Joklik标准液 ( G ibco# 223000
016)。标准电极内液 ( mmo l/L ): KC l 130. 0、NaC l 10. 0、ATP
1. 5, HEPES 5. 0, pH 用 KOH调节至 7. 36, 37 。以上试剂均
为 S igm a产品。
1. 5 统计学分析 统计软件为 Jande l科学 S igm astat 5. 1。
F 检验,配对 T检验和非配对性 T检验 onew ay ANOVA用以
分析正态分布数据, 结果用 x s表示, m ann w hitney rank sum




个细胞分别给予 1. 0 H z的阈刺激, 稳定状态下随
机抽取记录 5个 AP。观察它们的 AP和收缩曲线的
特征,发现在形态学上存在明显的差异, 其中以 AP
穹隆的大小差异最为显著。故首先根据形态学的差
异命名为三类不同的 AP, 分别为大穹隆 ( 18个 )、小
穹隆 ( 21个 )、无穹隆 AP( 13个 )分别为图 1中的 1,
2, 3组显示的动作电位。
将 52个细胞在 1. 0H z刺激稳定状态下,每个细
胞随机抽取 5个 AP, 并分别测量这 260个 AP的以
上各项参数,见图 2。除 AP时程 (APD)为对称分布
(用均数 标准差表示 )外, 其余数据均为非对称分
布, 分别按相应的箱柜 ( b ins)生成柱状图 ( h isto
gram ) ,结果用中位数 (表 1所示 ) , 25%及 75%数值
(表 1未显示 )表示, 并进行相应的统计学分析, 结
果如表 1所示。
三类形态学不同的细胞的收缩曲线参数: A D,
D E及 E F时间 (图 2)各组间无差异 (P > 0. 05)。
图 1 三类形态学不同的犬心室肌细胞动作电位和收缩曲线 1:大穹隆 AP; 2:小穹隆 AP; 3:无穹隆 AP
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图 2 AP和收缩曲线的测量参数 切迹的膜电位水平: B
(mV) ;穹隆的膜电位水平: C (mV ) ;穹隆的高度: C B
电压差 ( mV) ;尖峰切迹时间: Sp ik e B ( m s) ;穹隆上升
坡度: S lope B C ( mV /m s) ; AP开始到收缩开始时间:













研究指出: 心室肌 M细胞的特点是 APD相对长和
慢频率依赖性 AP时间延长的特点 (相对于心内膜




壁心室肌复级离散 ( TDR )是致心律失常性单向阻
表 1 三类形态学不同的动作电位参数指标比较




C ( mV ) Sp ike B (m s) Slope B( mV /m s)
*
APD (m s)
1组 18 23. 3 2. 8 29. 5 13. 0 722. 5 302. 0 22. 7
2组 21 7. 1 24. 8 32. 3 15. 5 290. 0 357. 7 25. 3
3组 13 3. 1 29. 5 32. 5 16. 5 157. 5 297. 7 19. 9





础的。研究表明, M细胞上的 IK s的电流幅值仅有内
膜和外膜细胞的 1 /2, 复极时, M 细胞净外向电流
减少, 复极减慢, 这就决定了 M的 APD90明显长于













胞切迹更深, 切迹膜电位水平 (中位数 )分别为 2.
75, 21. 50和 28. 50 mV。各细胞间数值无重叠,且
有显著性差异,这与有关报道正常兔、大鼠、犬、猪





间 ( sp ike to notch tim e) , 约 14 m s。
AP穹隆的形成是因为当内向电流 ICa超过 Ito的
强度时, 膜电位转向去极化。大穹隆细胞的穹隆膜
电位水平 ( 32. 2 mV)高于其他两种细胞 ( 27. 5 mV )。
但不如 no tch水平各组间的差别显著。穹隆的上升




心室肌 M细胞的 APD ( 357. 7 4. 6 m s), 明显
长于其他两种细胞的APD ( 323. 6 4. 1, 287. 7
3. 6 m s)这与 Liu和 Antzelevitch
[ 4 ]
的研究基本一致。
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欧洲心脏病学会 2005年年会于 9月 3~ 7日在瑞典斯德哥尔摩市召开。参加者近 20 000人。收到交流论文摘要 9 000
余篇。会议的组织格局基本与历届相似。今年的一个特色是学术交流与 ESC创建的《W omen at H eart》相结合; 另一特点是:
设专题诠释新公布的欧洲心力衰竭 (简称心衰 )指南; 设专题讨论心衰的再同步、起搏除颤、抗血小药物、心衰病人体力锻炼等
临床问题。基础方面, 对干细胞、细胞治疗心脏肥大、重塑等时下热点。组织多场专题交流与讨论, 内容更贴近实际, 有助于研
究者们考虑得失, 跨出清楚的下一步。
《W om en at H eart》与美国的《Go Red fo rW om en》遥相呼应。通过流行病学、临床诸方面大量调查和分析,学者们发现心血




平的提高。催生《W om en a tH eart》的流行病学、临床研究, 并非尖端技术,其结果能够发挥很好的社会功能。这使我联想起不
久前荣获本年度诺贝尔的幽门螺杆菌。蛋白质时代, 病原微生物研究已不再占医学研究的主流位置。与分子生物学、干细
胞、细胞因子等领域比,已冷落多时,许多人眼里, 已远离 时尚 , 最平凡不过。它的获奖再次昭示 :医学研究需要各个不同层
面的钻研。关键能否推动学科进步,使人群受益。
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